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CSCs                          Cancer Stem Cells 
MDR                          Multi-Drug Resistance 
HCC                          Hepatocellular Carcinoma 
TGF-β1                       Transforming Growth Factor beta1 
Smad                  Drosophila mothers against decapentaplegic protein 
SIS3                           Specific Inhibitor of Smad3 
DMEM/H               Dulbecco’s modified Eagle’s medium/high glucose 
FBS                           Fetal bovine serum 
PBS                           Phosphate buffered saline 
PTX                           Paclitaxel 
DDP                           Cisplatin 
GEM                          Gemcitabine 
5-Fu                           5-fluorouracil 
ADM                          Doxorubicin 
MMC                          Mitomycin 
RI                             Resistance Index 
IC50                                    50% inhibiting concentration 
CCK-8                         Cell Counting Kit-8 
FCM                           Flow cytometry 




































结果  历时 6 个月建成 Huh7.5.1/PTX 细胞株，其对 PTX 高度耐药，耐药指数为
15.70，且对顺铂、5-氟尿嘧啶、阿霉素、丝裂霉素及吉西他滨等化疗药物有不
同程度的交叉耐药性。FCM 结果显示 Huh7.5.1/PTX 细胞相比亲本细胞具有更高
的 CD133+细胞比列（69.9% vs 19.4%，p<0.01）;TGF-β1 作用 Huh7.5.1 后 CD133+
细胞比例增加（35.3% vs 18.6%，p<0.01）,加入 SIS3 作用后 CD133+细胞比例
减少(15.5% vs 35.3%，p<0.01);SIS3 作用 Huh7.5.1 和 Huh7.5.1/PTX 细胞后
CD133+细胞出现明显的减少（11.9% vs 18.6%, p<0.05；29.9% vs 69.3%, 
p<0.01）;TGF-β1 中和抗体作用 Huh7.5.1/PTX 细胞后 CD133+细胞比例减少
（39.5% vs 53.6%，p<0.01）。WB 结果证实了 FCM 的结果，显示 Huh7.5.1/PTX
细胞相比原代细胞高表达 CD133、TGF-β1 及磷酸化的 Smad3 表达增加；TGF-β1
作用 Huh7.5.1 后 CD133 表达增加,SIS3 作用后 CD133 表达降低；SIS3 作用
Huh7.5.1 和 Huh7.5.1/PTX 细胞后 CD133 表达降低；TGF-β1 中和抗体作用
Huh7.5.1/PTX 细胞后 CD133 表达降低。 
结论  Huh7.5.1/PTX 细胞具有多药耐药性。多药耐药的 Huh7.5.1/PTX 细胞富集
了肝癌干细胞（CD133+肝癌细胞），其机制可能是通过激活 TGF-β1/Smad3 的活
性。 

















Background&Aims   Cancer stem cells （CSCs） are a small subset of cancer 
cells，which may be inherently resistant to the cytotoxic effect of chemotherapy. Some 
studies suggest that CSCs could be enriched by chemotherapy in breast,lung and 
colorectal cancer. However, the mechanism of chemotherapy regulating CSCs 
remains unknown.Therefore,our aim is to investigate whether chemotherapy could 
enrich liver cancer stem cells（LCSCs,CD133+ subpopulation） and the molecular 
mechanism of chemotherapy regulating the expression of CSCs markers. 
Methods  In the present study, a multidrug-resistant(MDR) human HCC subline , 
Huh7.5.1/PTX, was developed by exposing parental cells to paclitaxel (PTX ) 
repeatedly at a single high concentration. The CCK-8 assay was used to determine 
cellular sensitivity of various anticancer drugs. Flow cytometry(FCM) was used to 
analyze the CSCs markers expression level. Western blotting(WB) were used to 
analyze the changes of CD133、Smad3 and pSmad3 in different conditions（with or 
without TGF-β1、SIS3 and monocolonal  anti-TGF-β1 neutralization antibody 
stimulation）. 
Results  PTX treatment of HCC cells in vitro resulted in a development of subline 6 
months later, Huh7.5.1/PTX, with stable MDR phenotype(besides PTX, 
Huh7.5.1/PTX cells were also more resistant to some other anticancer drugs including 
DDP, 5-Fu, ADM ,MMC and GEM ). Huh7.5.1/PTX cells enriched cancer stem-like 
cell fraction (CD133+ subpopulation) (69.9% vs 19.4%，p<0.01)and strongly activated 
the TGF- beta1/Smad3 activity. In cultured Huh7.5.1 cells，CD133 expression was 
reduced with SIS3(3 ug/ml) alone stimulation(11.9% vs 18.6%, p<0.05). CD133 
expression was reduced with SIS3(3 ug/ml) and TGF-β1(10 ng/ml) co- stimulaton 
(15.5%) compared with the TGF-β1 alone stimulation(35.3%)(p<0.01). We also 
found that high concentration of TGF-β1(10 ng/ml) could up-regulate the percentage 
of CD133+ cells in Huh7.5.1 cells(35.3% vs 18.6%)(p<0.01). In Huh7.5.1/PTX 
cells,FCM analysis showed decreased CD133 expression with SIS3(3 ug/ml) 
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cells(69.9%)(p<0.01), and reduce expression of CD133 with monocolonal  
anti-TGF-β1 neutralization antibody(10 ug/ml) stimulation （39.5%）compared to the 
control group（53.6%）(p<0.01), respectively. WB results demonstrated FCM results. 
Conclusion  Huh7.5.1/PTX cells have multidrug resistance(MDR).MDR HCC cells 
are enriched with cancer stem-like cells(CD133+ subpopulation) ,which is partially 
dependent on TGF-beta1/Smad3 activity. 


















人肝癌 Huh7.5.1 细胞（哈佛大学麻省总院林温育赠送）； 









PE anti-human CD133（eBioscience）及其同型抗体（eBioscience）； 
WB 一抗：兔抗人 CD133（abcam）、兔抗人 Smad3（abcam）、兔抗人磷酸化 Smad3
（pSmad3）（abcam）及二抗（abcam）。 
荧光标记的抗人 CD29, CD34, CD44, CD54,CD105(ICAM-1)及其相关同型抗体
（eBioscience） 
CD90, CD326 (EpCAM),and CD338(ABCG2) 及其相关同型抗体(Biolegend） 




















Huh7.5.1 细胞在 DMEM 高糖培养基，含 10%胎牛血清、青霉素（100 u/ml）、
链霉素（100 ug/ml），5% CO2，37℃条件下培养，0.25%胰蛋白酶消化传代。采
用 PTX 大剂量冲击间歇诱导法建株，以含终浓度为 5 ug/ml 的 PTX 培养液冲击处
于对数生长期的 Huh7.5.1 细胞，作用 12h 后弃含药培养液，PBS 洗 3 遍，加入
新鲜培养液继续培养，2~3 d 换液洗去漂浮死亡的细胞，待其恢复对数生长后再
次使用 5 ug/ml 的 PTX 进行冲击，如此反复作用 6 次。历时 6 个月得到
Huh7.5.1/PTX 耐药细胞系，并将其维持培养在含 0.01 ug/ml 的 PTX 完全培养液
中，实验前 3周更换为不含 PTX 的完全培养液并至少传代 3次供后续试验使用。 
 
2.CCK-8 试验检测 Huh7.5.1 及 Huh7.5.1/PTX 细胞的敏感性 
对数生长期的亲本细胞及耐药细胞常规消化，用含体积分数为 5%胎牛血清
的 DMEM 培养液稀释至 5x104/ml 细胞，接种 96 孔细胞培养板，每孔 100μL；培
养 24 h，使细胞贴壁良好。加入不同浓度梯度的紫杉醇、顺铂、5-氟尿嘧啶、
阿霉素、丝裂霉素及吉西他滨，每种药物 8个等比稀释剂量组，5 孔/ 组，继续
培养 48 h 后，加入 CCK-8 溶液避光孵育 30min，酶标仪在波长 490 nm 处测定
吸光度（OD）值。SPSS 13.0 软件求算各种药物对细胞 50%抑制率剂量（IC50），
计算耐药指数：RI（Resistance Index）= IC50（Huh7.5.1/PTX）/IC50（Huh7.5.1）。 
 
3.流式细胞术检测 CD133 的变化 
收集实验组和对照组细胞，PBS 洗 1 次，调整细胞浓度为 1x106 /ml。取流
式细胞仪专用试管, 每管加细胞悬液 100 ul，加 PE 标记的抗人 CD133 抗体，同
时设置同型对照，避光孵育 30 min，PBS 洗 1 次，以 400ulPBS（含 2%胎牛血清）
重悬，待机上检。 
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收取对数期生长细胞，提取蛋白， BCA 法测定蛋白浓度。取总蛋白 20ug ,10%
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)，电转移至聚偏氟乙烯( PVDF)
膜上, 滤膜经脱脂奶粉封闭后, 常规分别结合兔抗人 CD133 抗体( 1:1000)、兔
抗人 Smad3 抗体( 1:1000)、兔抗人 pSmad3 抗体( 1:1000)、兔抗人 Smad4 抗体
( 1:1000) 、鼠抗人 TGF-β1 抗体( 1:500)，4℃ 孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，
每次 10min，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔及抗鼠二抗( 1:5000)，37℃孵育
1h， TBST 洗膜 3次，暗室内 ECL 显色，X光片曝光成像。β-actin 作为内参照。 
 
5. TGF-β1、Smad3 抑制剂 SIS3 和 TGF-β1 中和抗体干扰试验 
为了检测 TGF-β1、SIS3 和 TGF-β1 中和抗体对 CD133 表达的影响，常规培
养耐药细胞及其亲本细胞，待处于对数生长期后，弃完全培养基，换无血清的
DMEM 培养基作用 12h 后，改换不含血清的含 TGF-β1（终浓度 10 ng/ml）、SIS3
药物(终浓度 3 ug/ml) 和 TGF-β1 中和抗体（终浓度 10ug/ml）的培养基作用细
胞，同时设立相对应的对照组。作用 48h 后，消化细胞进行 FCM 检测 CD133 的表
达变化，收集细胞提取蛋白行 WB 检测 TGF-β1、Smad3、pSmad3 及 CD133 的变化。 
 
6.统计学方法 
数据以均值+标准差表示，各组实验独立重复至少 3 次，各数据采用 SPSS 
13.0 软件进行统计分析，差异采用单因素方差分析(one-way analysis of 



















结 果     
1.Huh7.5.1/PTX 细胞具有多药耐药性 
采用紫杉醇 PTX 大剂量冲击间歇诱导法，历时 6月建立的细胞株 Huh7.5.1/ 
PTX， 对 PTX 高度耐药，对 PTX 的耐药指数高达 15.70 （图 1）（p<0.01）。进一
步分析其他的不同化疗药物对 Huh7.5.1 细胞及 Huh7.5.1/PTX 细胞的作用，结果
发现耐药细胞 Huh7.5.1/PTX 对这些药物均有不同程度的耐药（图 1，图 2）
(p<0.01)。 
 
图 1 Huh7.5.1/PTX 细胞的耐药指数(RI)。PTX:紫杉醇;DDP:顺铂;ADM:阿霉
素;5-Fu:5-氟尿嘧啶;MMC:丝裂霉素;GEM:吉西他滨. **p<0.01.  RI(Resistance 
Index) of Huh7.5.1/PTX cells to anti-cancer drugs. Huh7.5.1/PTX cells showed 
highest resitance to PTX and have muti-drug resistance. RI of Huh7.5.1/PTX cells to 
PTX,DDP,5-Fu,ADM,GEM,and MMC was 15.70,11.41,5.00,5.29,2.26 and 
2.31,respectively. **p<0.01(one-way analysis of variance) Each value represents the 



















图 2 Huh7.5.1/PTX 细胞对不同化疗药物的敏感性比较。Huh7.5.1/PTX cells show 
more resistance to PTX，DDP，GEM，5-Fu，ADM and MMC than parental Huh7.5.1 
cells. **p<0.01(Student t test) PTX:紫杉醇;DDP:顺铂;ADM:阿霉素;5-Fu:5-氟尿嘧
啶;MMC:丝裂霉素;GEM:吉西他滨. 
 
2.Huh7.5.1/PTX 细胞具有较高比例的 CD133 阳性细胞 
FCM 结果显示亲本 Huh7.5.1 细胞中 CD133+细胞亚群比例占 19.4%，而耐药细



















                   
图 3 FCM 检测 Huh7.5.1 及 Huh7.5.1/PTX 细胞 CD133 的表达. The proportion of 
CD133 in Huh7.5.1 and Huh7.5.1/PTX cells was examined by flow cytometry (FCM). 
**p<0.01(Student t test) 
 
3.Huh7.5.1/PTX 细胞具有较高的 TGF-β1、Smad3 活性及 CD133 表达 
WB 结果显示耐药细胞 Huh7.5.1/PTX 相比亲本细胞 Huh7.5.1，总的 Smad3
水平及 Smad4 没有变化，但磷酸化即活化的 Smad3 活性增强了，同时 TGF-β1、
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